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RESUMEN

El ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide permite el estudio del potencial
genotdxico de muestras problemas a nivel celular, esta herramienta evalia los cambios efectuados en
la concentracion espermatica, asi como el aumento de la frecuencia espontanea de cabezas de
espermatozoides morfologicamente anormales. En este articulo decidimos evaluar y comparar en el
biomodelo de ratas Sprague Dawley machos, el efecto de dos sustancias mutagénicas en este ensayo,
la Ciclofosfamida (CF) en dosis de 50 mg/kg y la Bleomicina (BL) en dosis de 30 mg/kg,
administradas por via intraperitoneal durante 5 dias consecutivos, siendo sacrificados los animales 52
dias después de la ultima administracion de los mutagenos. Se obtuvo como resultado que ambos
mutagenos disminuyeron la concentracion espermatica y aumentaron el indice espontaneo de cabezas
anomalas en los espermatozoides, siendo observado un marcado efecto mutagénico en la CF en
comparacion con la BL. Al final de la experiencia se obtuvieron mayores resultados de induccion de
cabezas de espermatozoides andomalas con el uso de la CF. Estos resultados reafirman el uso de este
mutageno como control positivo eficiente y seguro en este ensayo el cual se encuentra incluido en los
estudios de genotoxicidad y toxicologia de la fertilidad.

PALABRAS CLAVE: Bleomicina, ciclofosfamida, ensayo de la morfologia de la cabeza del

espermatozoide, induccion, ratas Sprague Dawley.
ABSTRACT

The head sperm morphology assay, allows the study of the genotoxic potencial of samples at the
cellular level problems; this tool to evaluate the spermatic concentration changes, as well as the
increase of the spontaneous heads frequency of sperms morphology abnormal. In this article we decide
to evaluate and to compare in the Sprague Dawley males rats, the effect of two mutagenic substances
in these assay, the Cyclophosphamide, (CF) in dose of 50 mg/kg and the Bleomycin (BL) in dose of
30 mg/kg, administered by intraperitoneal route during 5 consecutive days, being sacrificed the
animals 52 days after the last administration of the mutagens. It was obtained that both mutagen
diminished the spermatic concentration and they increased the spontancous index of anomalous
sperms heads, being observed a marked mutagenic effect in the CF in comparison with the BL. At the
end of the experience bigger results of induction of anomalous heads sperms were obtained with the
use of the CF. These results reaffirm the use of this mutagen as efficient and safe positive control in
this assay which is included in the genotoxicity studies and fertility toxicology.
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INTRODUCCION

El ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide se encuentra dentro de la
bateria de ensayos de genotoxicidad, el cual permite determinar la induccion de dafio a nivel
de las células germinales masculinas y en ocasiones se recomienda incluir dentro de estudios
toxicologicos de larga duracién en los cuales la sustancia a investigar se administre por
periodos superiores a un ciclo espermatico completo.

Esta técnica es sensible, rapida y econdémica lo cual justifica su uso. Entre los sistemas
que se emplean para evaluar los dafios ocurridos en las células germinales se encuentra el
ensayo basado en los criterios morfoldgicos de Wyrobek y Bruce, estos criterios permiten el
estudio y la clasificacion de la cabeza del espermatozoide al incluir dentro de las
clasificaciones, cabezas normales, anormales y dentro de este ultimo los que tienen
morfologia en forma de banana, los amorfos, sin gancho y con dos colas.'

Esta herramienta a su vez permite evaluar cambios en la concentracidon espermatica,
siendo capaz de detectar el dafio irreversible que queda fijado por un periodo de tiempo
relativamente largo.’

Una ventaja importante de este sistema de ensayo es la posibilidad que brinda de poder
comparar los resultados experimentales obtenidos en humanos y mamiferos expuestos a los
mismos compuestos, lo cual resulta practicamente imposible con otras metodologias,
otorgandole un considerable valor predictivo.’

Para la evaluacion de nuevos productos en necesario conocer la frecuencia basal e
inducida de aparicion de cada uno de los fendmenos que estudia la toxicologia genética, para
de esta forma darnos cuenta que estamos frente a una sustancia mutagénica y/o genotoxica, y
asi corroborar la existencia o no de un efecto mutagénico y en que medida se manifiesta,
ademas al ser estas pruebas tan decisivas en la evolucion positiva o negativa de un nuevo
producto de indoles diversas es necesario buscar el biomodelo animal ideal.

Dentro de las sustancias utilizadas como control positivo en los ensayos in vivo se
encuentran la ciclofosfamida (CF) y la bleomicina (BL). Estos antineoplésicos son utilizados
en los estudios de genotoxicidad en dosis y disefios diferentes, por lo cual no existe una
armonizacion establecida en estos ensayos, que tenga en cuenta el tiempo, dosis y frecuencia
utilizada.

Dado lo expuesto, en este articulo decidimos evaluar y comparar, usando el biomodelo
de ratas Sprague Dawley machos, el efecto de dos sustancias mutagénicas, CF y BL;
administradas por via intraperitoneal (i.p), durante 5 dias consecutivos, en el ensayo de la
morfologia de la cabeza del espermatozoide, util como ensayo de genotoxicidad y como
ensayo para determinar la fertilidad del macho.
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Materiales y Métodos

Animales. Se utilizaron ratas Sprague Dawley machos, adultos jovenes (6-8 semanas),
procedentes del Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba),
cuyo peso corporal oscilaba entre 170-200 g al termino de la cuarentena (7 dias), durante la
cual los animales se adaptaron a las condiciones del laboratorio. La temperatura se mantuvo
en 25 + 3°C, la humedad entre 60 + 10 % y los ciclos de luz- oscuridad fueron de 12 horas. El
alimento administrado a los animales durante toda la experiencia fue pienso estdndar para esta
especie preparado en el CENPALAB. El acceso al agua y al alimento fue ad libitum. Toda la
manipulacion de los animales se realiz6 de acuerdo con los principios éticos para el uso de los
animales de Laboratorio de la Republica de Cuba en internacionales, asi como a partir de los
procedimientos establecidos en nuestro instituto.

Administracion y dosificacion. En todos los grupos experimentales, la sustancia se
administraba en el horario de 10:30-11:30 a.m, y las concentraciones se ajustaron
semanalmente en funcién del aumento del peso corporal. Los animales se distribuyeron
aleatoriamente (10 ratas/grupo), para un total de 20 ratas/grupo en las dos réplicas realizadas.

En el grupo experimental 1 utilizamos como control negativo el (NaCl) al 0,9 %
administrado por via oral en dosis de 2 ml/kg, durante un periodo de 52 dias, tiempo que
coincide con la duracion del ciclo espermatico en la rata, preparado 2 horas antes de su uso.”
En el grupo experimental 2 utilizamos como sustancia de referencia 1, la CF en dosis de 50
mg/kg 24 y en el grupo experimental 3 utilizamos como sustancia de referencia 2, la BL en
dosis de 30 mg/kg, dosis algo mas baja que la reportada en ratones,’ ya que las ratas son mas
susceptibles al dafio sistémico de la BL.® Ambas sustancias se diluyeron en disolucion salina
(NaCl) al 0,9 % y fueron administradas a razéon de 10 ml/kg, por via i.p,. Se administraron
inmediatamente de preparadas durante 5 dias consecutivos y luego estuvieron sin
administrarse 52 dias.”

Observaciones clinicas. Se realizaron dos observaciones clinicas diarias, en el horario
comprendido entre las 8:30-10:30 a.m y en el horario de la tarde 3:00-4:30 p.m. Durante cada
observacion se tuvo en cuenta el estado clinico general del animal, incluyendo la palpacion
para la deteccion de lesiones, posibles afectaciones respiratorias, del sistema nervioso,
cardiovascular, gastrointestinal, estado de la piel, pelo, coloracion de las mucosas y 0jos.

Sacrificio. Todos los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical en previa
atmosfera de éter. En el caso del grupo experimental 1 a las 24 horas de la tltima
administracion y en los grupos 2 y 3, el sacrificio fue a las 24 horas pasados los 52 dias de
reposo, para que los espermatozoides analizados fuesen los que estuvieron expuestos a las
sustancias mutagénicas.’

Ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide:

Se realizé la extraccion de un solo epididimo, posteriormente se redujo a pequeiios
fragmentos, siendo depositado en placas Petri que contenian 3 ml de solucion isotonica de
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NaCl 0,9 %. La muestra se homogenizé con pipetas Pasteur.”

Conteo de espermatozoides. El contenido de la placa se colocd en un tubo graduado,
al cual se le afnadi6 previamente 0,05 ml de tripsina al 0,25 %, transcurridos cinco minutos de
tripsinizacion se le afiadid6 2 mL mas de NaCl 0,9 %, luego se realiz6 una dilucion del
homogeneizado tripsinizado en NaCl - Formol al 1 % (1:10) y se colocé en una camara de
Neubauer, contandose ambos lados de la camara al microscopio Olympus BH-2.% '

Morfologia del espermatozoide. Al tubo que contenia la dilucion del homogeneizado
ya diluido se le afiadi6 cinco gotas de eosina al 1 %, dejandolo reposar por cinco minutos.
Posteriormente, se extendié una gota sobre una ldmina seca y se coloco el cubreobjeto.® Se
prepararon dos ldminas por animal y se analizaron 500 espermatozoides, las observaciones
fueron realizadas “a ciegas” por dos observadores independientes para luego establecer un
promedio entre ambos. El criterio de clasificacion se basoé en cabezas normales y anormales
que incluye amorfas, banana, sin gancho y con dos colas.” !

Analisis estadistico. Se procedié a verificar los supuestos para realizar el analisis de
varianza, los resultados obtenidos estan distribuidos normalmente (normalidad, segln el test
de Kolmogorov-Smirnov), existe dependencia entre las observaciones y presentan
homogeneidad de varianzas (prueba de Levene). Por lo cual todos los resultados se analizaron
mediante el método de analisis de varianza (ANOVA).® El nivel de significacion, establecido
fue a 0.05. Todos los andlisis se realizaron empleando el paquete estadistico Statsoft for
windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analysis software system), version 6.

Resultados

Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los animales controles
negativos y los administrados con CF y BL, tanto en los resultados de la concentracion
espermatica como en los del ensayo de la morfologia de la cabeza del espermatozoide, siendo
observados en las tablas 1 y 2. Se corrobor6é que el rango espontdneo de la concentracion
espermatica en esta especie se encuentra entre 2,27+0,4x10° células/ml y el nimero de
cabezas anémalas esta entre 43,0+6,6 en 500 células registradas, por su parte la CF disminuyd
considerablemente la concentracidon con valores entre O,79iO,2xlO6 células/ml y un numero
de cabezas andmalas entre 98,112,0 igualmente en 500 células registradas, en tanto en la BL
se obtuvieron valores como promedio en la concentracién espermatica en las dos series
experimentales de entre 1,3510,4){106 células/ml y 68,4+4,3 nimero de espermatozoides con
cabezas andmalas.

Asi mismo los resultados obtenidos en los animales tratados con CF difirieron
significativamente con los obtenidos en los animales tratados con BL, al realizar una
comparacion entre mutagenos en ambos tipos de mediciones tanto en los pardmetros de
citotoxicidad como de genotoxicidad.
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Tabla 1. Concentracion de espermatozoides en la cdmara de Neubauer frente a
ciclofosfamida y bleomicina en ratas Sprague Dawley.

Promedio de Concentraci(’)n*(106)
Grupo n espermatozoides/cuadro células/mL.
Control negativo (NaCl, 0,9
%) 20 452 +2.8 2,27+0,4
(1]

ab ab

Ciclofosfamida (50 mg/kg)* KA 15829 0,79+ 0,2
Bleomicina (30 mg/kg)* 20 26,8 +3.4% 1,35+ 04"

* Administracion por via i.p, durante 5 dias. * p<0.05 (comparacion con el control negativo,
ANOVA), p<0.05 (comparacion entre mutagenos, ANOVA). (X media; DE desviacion
estandar, para las dos series analizadas).

Tabla 2. Efecto de la ciclofosfamida y bleomicina sobre la morfologia de la cabeza del
espermatozoide utilizando ratas Sprague Dawley como biomodelo.

Anormal Sin Dos
Amorfos Bananas

Normales es Gancho Colas

n

CN 20 457,0£11,2  43,0%6,6  15,0£2,6 12,1+6,4 14,9+55 1,0£0,6

o 8
S

5 401,9+13,1  98,1+2,0" 25,1453 33,5+1,2 35,0£3,1" 4,5+0,5

CF* ab b ab ab b b
431,6x17,5 19,2437 24,0123
BL* 20 . 68,4+4 3% . . 21,8+4,6* 3,4+0,3"

(CN: Control negativo NaCl 0,9 %, CF: Ciclofosfamida 50 mg/kg, BL: Bleomicina 30
mg/kg). * Administracion por via i.p, durante 5 dias.
Determinaciones en 500 células/animal. * p<0,05 (comparacion con el control negativo,
ANOVA), ® p<0.05 (comparacion entre mutdgenos, ANOVA). (X media; DE desviacion
estandar, para las dos series analizadas).

Discusion.

No se observaron sintomas clinicos indicativos de toxicidad en ninguno de los tres
grupos experimentales incluidos en este estudio durante el transcurso de esta experiencia en
las dos series experimentales. Indicando que las dosis utilizadas en cada uno de estos
mutagenos no fueron toxicas a nivel sistémico, si siendo susceptibles las células dianas
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obtenidas y evaluadas mediante este ensayo.” " *’

Utilizamos un grupo control negativo (NaCl al 0,9 %), para corroborar lo resultados de
induccion obtenidos con el uso de ambas sustancias mutagénicas, estos resultados concuerdan
con los hallados por nosotros en animales tratados con el NaCl al 0,9 % y con el uso de la CF
como mutageno en este ensayo tanto en ratas como en ratones.” *'?

Al comparar los resultados entre mutagenos se pudo observar una mayor tendencia a
disminuir esta variable por parte de la CF en la cual se obtuvieron rangos mas bajos de
concentracion espermatica y en el nimero de espermatozoides con cabezas normales. Estos
resultados concuerdan con varios autores que plantean que la CF es un mutageno que crea
metabolitos activos que logran interactuar con las células de Sertoli y directamente con las
células germinales, disminuyendo la produccion y maduracién de estas.'> ™'

Por otro lado analizando los resultados obtenidos en cuanto a la morfologia de la
cabeza del espermatozoide al comparar la respuesta entre mutidgenos, se observa que
nuevamente la CF fue capaz de inducir mayor nimero de cabezas morfologicamente
andémalas, resultados que estan en conjuncion con los hallados en la determinacion de la
concentracion espermatica en epididimos, segin como hemos reportado nosotros la accion de
este mutdgeno quimico tanto en ratas como en ratones usadas como biomodelos en este
ensayo, >*'* a su vez BL demostrd menor acciéon mutagénica sobre la concentracion
espermatica y la morfologia de la cabeza de las espermatogonias, lo cual no descarta su efecto
encontrado sobre la disminucion considerable en la concentracidon espermatica en conjuncion

con una disminucion reportada de la fertilidad."’

Los resultados bajos obtenidos con BL demuestran una vez mdas la mayor
implementacion del uso de la CF en este ensayo como mutageno altamente inductor de
cabezas de espermatozoides andmalas, ya que el mayor efecto reportado por BL, esta dado
por la induccion de labilidad de la estructura del ADN y ruptura del mismo al interactuar con
el oxigeno y el hierro produciendo radicales libres, resultados por los cuales se ha utilizado
con gran ¢éxito como control positivo en los ensayos de cometa y en estudios sobre estrés
oxidativo.'®"

A su vez se aprecia en la tabla 2 que se obtuvo en mayor proporcion la aparicion de
espermatozoides en forma de banana y sin gancho en la induccion con CF, justificando el uso
de CF como control positivo en estudios de teratogénesis y fertilidad,*>* ocasionando el
aumento de estas formas andmalas que impiden realizar la fecundacion con efectividad, asi
como trae consigo la formacion de un nuevo individuo con malformaciones con posible
transmision a la descendencia, en cuanto a BL en mayor nimero se obtuvo la aparicion de
espermatozoides en forma de banana.

Se logré con ambos mutagenos un ambiente genotdxico en el biomodelo rata Sprague
Dawley macho, resultado que podria utilizarse en la evaluacion de drogas con carécter
antigenotoxico a nivel de células germinales como sistema inductor de dafio significativo;
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vinculandose este ensayo de forma directa a fertilidad y teratogénesis.

El hecho de ser la CF mas barata y de significar menor riesgo para el personal
involucrado en el trabajo con esta sustancia mutagénica al ser comparado con BL,** y que la
CF haya inducido mayor dafio, permite deducir la importancia de los resultados obtenidos en
este trabajo.

Conclusiones

Se concluyo que ambos mutadgenos pueden ser utilizados como controles positivos en
este ensayo de genotoxicidad. Al final de la experiencia se obtuvieron mayores resultados de
induccion de cabezas de espermatozoides anomalas con el uso de CF, administrada durante 5
dias consecutivos en dosis de 50 mg/kg por via i.p en comparacion con BL. Estos resultados
reafirman el uso de este mutageno como control positivo eficiente y seguro en este ensayo el
cual se encuentra incluido en los estudios de genotoxicidad y toxicologia de la fertilidad.
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